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論 文 内 容 要 旨
【背景1
近 年,生 体膜 モデル として膜 のマイ クロ ドメイ ンとい う概念 が誕生 した。 これ によ り生体膜 は決 して
一様 な ものではな く
,脂 質 が個 々の性質 に基づい て集合 あるいは離散す るこ とでマイ クロ ドメイ ンが形
成 され,膜 の局所的 な機能 分化 を もた らす と考 え られ るよ うにな った。脂質 ラフ トはスフ ィンゴ糖脂質
や コレステ ロールの集積 によ り形質膜上 に形成 され るマイ クロ ドメイ ンであ り,受容体やGタ ンパ ク質,
そ のエ フェ クターな ど様 々なシグナル 分子が局在す るこ とか らシ グナル伝 達 を効率的 に行 う場 としての
機能 が注 目され てい る。各 々の タンパ ク質 はアシル 化やGPIア ンカー修飾,あ るい はスフ ィンゴ脂質や
マイ ク ロ ドメイ ン構成 タ ンパ ク質 との相 互作用な ど種 々の機構 に よって脂質 ラフ トに局在 してお り,脂
質 ラフ トとの親和性 低 下による集積 タ ンパ ク質の局在変化 は,シ グナル伝 達系に対 して大きな影 響を及
ぼす可能性が ある。
スズ メバチ毒のマ ス トパ ラン(MP)は14ア ミノ酸 か ら成 る両親 媒性 のペプチ ドで ある。MPは 多様 な
生物活性 を有 してお り,こ れ まで に膵臓細胞 か らのイ ンス リン分泌,ア ラキ ドン酸遊離 の活性化,カ ル
モ ジュ リンに対す る抑制作用な どが報告 され てい る。 また百 日咳毒素感受性Gタ ンパ ク質 であるG、。を
活性化す る ことが報告 され て以来,Gタ ンパ ク質のア クチベ ー ター としてのMPの 機 能が非 常に注 目さ
れ るよ うになった。 当研 究室で は1321Nlヒ トアス トロサイ トーマ細胞 において,カ ル バ コール刺激 に
よるイ ノシ トール リン脂 質(PI)水 解反応 亢進 をMPが 抑制す るこ と,並 び にこの抑 制が細胞 を百 日咳毒
素で前処理 してGv。 を不活性化 して も消失 しない ことを明 らか にしてい る。従 ってMPに よるPI代 謝抑
制作用はGil。活 性化機構 以外 のシグナル経路 が関与 してい るこ とが示唆 され た。そ こで本研究で は,MP
に よるGタ ンパ ク質共役型受容体 シ グナルの抑制機構 の解明 を 目的 とし,MPが 脂 質 ラフ ト構造 に影響
を及ぼす ことで情報伝達 を阻害す るか どうか検討 を行 った。
【結果 ・考察】
1.脂 質ラフ トを介 したGタ ンパク質共役型受容体シグナル伝達に対するマス トパランの抑制メカニズ
ムの解明
は じめに,Gシ グナル伝達に対す るMPの 作用について検討 した。PC-12細 胞においてG連 関型受
qq
容体で あるP2Y、 受容 体 をUTPで 刺激す るこ とによ り,細 胞 内Ca2+濃 度の上昇やPI水 解反応 の亢進 が
引 き起 こされ たが,こ れ らの作用 はMPの 濃度依存 的に抑制 され た。 次 にMPが 脂質 ラフ ト構造 に影響
を及 ぼ してい るか調べ るために,TritonX-100で 可溶化 した細胞破砕液 をシ ョ糖密度勾配遠心法 によ り9
フ ラクシ ョンに分画 し,脂 質 ラフ トを含 む とされてい るdetergent-resistantmembrane(DRM)フ ラクシ ョ
ンを得た。各 フラクシ ョンにお けるシ グナル分子 の局在 につ いて ウェス タンブ ロッテ ィングによ り解析




た。一方,MPに よるPI水 解反応 の抑 制は,シ アル 酸切断酵素で ある ノイ ラ ミニダーゼで細胞 を処理 し
た場合や ガング リオシ ド共存 下において強 く抑制 され たこ とか ら,細 胞 膜上のガ ング リオ シ ドとMPと
の相互作用 を介 して引 き起 こされ るこ とが示唆 され た。そ こでMPと ガ ング リオシ ドとの結合性 を検討
す るためにMPの3番 目の ロイ シンをチ ロシ ンに置換 した[Tyr]MPを 用 いてガ ング リオ シ ド添加 に よ
るチ ロシン残基 由来 の蛍光強度 の変化 を測 定 した。その結果,gangliosidesmixtUre添 加 に よって蛍光 強
度が濃度依存 的 に増強 した。一方,シ アル酸や シアル酸 を持 たないガ ング リオシ ドであ るasialo-GMIを
添加 しても変化 は見 られなか った。以上 の結果 よ りMPは シアル酸 を含 む糖鎖構 造やセ ラ ミ ド骨格 を総
合 的に認識 してガ ング リオシ ドと結 合す るこ とが示唆 され た。
続 いてG,シ グナル伝達 に対す るMPの 抑 制機構について解析 を行 った。1321Nlヒ トアス トロサイ ト
ーマ細胞を用い て,G,連 関型受容体 で あるア ドレナ リン β,受容体刺 激に よるcyclicAMP産 生に対す る
MPの 影響 について検討 した。イ ソプ ロテ レノール刺激 によ り惹 起 され るcyclicAMP産 生 はMP前 処理
に よって濃度依存的 に抑制 され た。 また,MPに よ るcyclicAMP産 生抑制作用 は百 日咳毒素 の影響 を受
けなかった こ とか ら,G、 非依存的 な経路 に よる ものであるこ とが示 された。一方,ガ ング リオシ ド共存
下 において はMPの 作 用 は有 意 に抑制 され た。次に,1321Nl細 胞 をMPま た は脂 質 ラフ ト破壊 剤 であ
るmethyl一 β一cyclodextrin(MβCD)で イ ンキ ュベー ト後,シ ョ糖 密度勾配遠心法 に よ り9フ ラクシ ョンに
分画 し,各 フ ラクシ ョン中のGタ ンパ ク質 の局在 についてイ ム ノブ ロッテ ィングによ り検出 した。MP
処理 によってDRMのGα,の 量が顕 著 に減少 してい るの が観 察 され たが,脂 質 ラフ トマ ー カーで あ る
flotillin-]の局在 には影響 を与 えな かっ た。 一方,MβCD処 理 で はGα 、だ けでな くfiotillin-1もDRM外
へ移行 した。以上 の ことか らMPは 脂質 ラフ ト構造 非破壊 的にGα ,の局在 を変化 させ てい ることが分か
った。MPに よるDRMに おけ るGor,局 在量 の減 少は,脂 質 ラ フ トか らサイ トゾル へ の遊 離 による もop
か調べるために,細 胞膜 画分 をMPで イ ンキュベー トし,細 胞膜 か ら遊 離 した タンパ ク質 をウェス タン
ブ ロッテ ィングによ り検出 した。MP非 存在 下では細胞膜 か らのGor,の 遊離 は見 られ なかったが・MPに
よって顕著 に遊離量 が増大 し,そ の作用 はガ ング リオシ ド存在 下では完全 に抑制 され た。 また,MβCD
処理ではGα 、の遊離 は見 られ なかった・ 更にGFP-Gα 、を安定 発現 させた細胞 を用い て・MP処 理 による
Gα,の 局在変化 を検討 した。 その結 果,MPに よってGα 、が細胞膜 か らサイ トゾルへ 移行す る様 子が観
察 された。一方,ガ ング リオシ ド存在下で はMP処 理 を行 って もGFP-Gα,の 局在 は変化 しなかった。続
いて,Gβ を免疫染色 し,MPに よるGβ の局在変化 について検討 した・細胞 膜に局在 していたGβ はMP
処理 によって多少サイ トゾル へ局在 変化 した ものの,そ の多 くは細胞膜 に局在 していた.
以上 の結果 よ り,MPの 作用 メカニ ズム と して,脂 質 ラフ トに局在す るガ ング リオ シ ドに結合す るこ
とによって,脂 質 ラフ ト構造非破壊 的 に脂質 ラフ トか らサイ トゾルへGタ ンパ ク質 を遊離す る ことが示
唆 された。
2.Gタ ンパク質に対するマス トパランの作用メカニズムの検討
次に,MPがGタ ンパ ク質 を細胞膜 か らサイ トゾル へ遊 離す るメカニズムの検討 を行 った・Gタ ンパ
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ク質の細胞膜 な らび に脂 質 ラフ トへ の局在 には脂 質修飾 が必須 で あるこ とか ら,MPがGタ ンパ ク質 の
脂 質修飾 に影響 を与 える ことによってGタ ンパ ク質 の局在 変化 を起 こ して いる可能性 が考 え られた。
従 って脂質修 飾の 中で も可逆 的 な反応 であ るパル ミ トイル化 修飾 に注 目 し,blotin-HPDPacyl--biotiynyl
exchange法 を用 いてGα 、のパル ミ トイル 基 を検 出す るこ とで,MPがGタ ンパ ク質のパル ミ トイル化 サ
イ クル に影響 を及 ぼす か調べた。そ の結果Gα,の パル ミ トイル化 を検 出す ることがで きた が,MP処 理
を行 って も変化 が見 られ ない こ とか ら,MPはGα 、のパル ミ トイル化 には影響 しない ことが明 らかにな
った。
続 いてMPに よるGβ γシグナル への影響 につい て検討 した。MP処 理 によ りGα は有意 にサイ トゾル
へ移行す る一方でGβ は あま り局在変化 しない こ とか ら,MP処 理 に よって三量体か らGα とGβYに 解離
し,Gβγは細胞膜 に留 まってい る可能性が考 え られ た。そ こでGβ γシグナル が活性化 してい るか どうか,
下流 であ るERK1/2の リン酸化 を指標 と して解 析 を行 った。PC-12細 胞 をMP処 理す るこ とによ り,一 一
過性 のERK1/2の リン酸化 が観察 され た。 またMPに よるERK1/2の リン酸化 はガ ング リオシ ド存在下や
ノイ ラ ミニダーゼ前処理 に よって抑制 され た ことか ら,G及 びGシ グナル の抑制作 用 と同様に,細 胞
qs
膜 のガ ング リオ シ ドとの結合 を介 してい ることが示唆 され た。 次に解 離 したGβ γを トラップ して シグナ
ル を抑制す るG㎜ 一c-temina1を 発現 させた細胞 を用いてMPに よるERKリ ン酸化がGβ γを介 した もの
か検討 した。 その結果,GRK2-c-terminalを 発 現 させた細胞ではERKI/2の リン酸化 が見 られなか った こ
とか ら,MPに よるERK1/2の リン酸化 はGβ γを介 している ことが明 らかになった。
【総括】
以上の研究結果 より推定される,MPのGタ ンパク質共役型受容体シグナルに対する作用機構につい
てFig.1に 示 した。MPは 脂質ラフ トに集積するガングリオシ ドを認識 して膜上に結合 し,三 量体Gタ
ンパ ク質をGα とGβγに解離すると共に,Gα を細胞膜か らサイ トゾルへ遊離する。その結果受容体が
Gタ ンパク質と共役できずにGα シグナル伝達が抑制 されるが,そ の一方で細胞膜に留まったGβγか ら
のシグナルが活性化 され ると考 えられた。本研究MPは 脂質ラフ トに集積する三量体Gタ ンパク質の局














審 査 結 果 の 要 旨
脂 質 ラフ トはス フ ィンゴ糖脂質や コ レステ ロールの集積 に よ り形質膜上 に形成 され るマイ クロ ドメイ
ンであ り,受 容体やGタ ンパ ク質,そ のエ フェクターな ど様 々なシ グナル 分子が局在 す るこ とか らシグ
ナル伝 達 を効率 的に行 う場 と しての機 能 が注 目され てい る。一方,ス ズ メバチ毒 のマス トパ ラ ン(MP)
は14ア ミノ酸 か ら成 る両親媒性 のペ プチ ドで あるが,百 日咳 毒素感受性Gタ ンパ ク質で あるGv。 を活
性化 す るこ とが報告 されてい る.し か し,1321Nlヒ トアス トロサイ トー マ細胞 において は,動 。非依存
的にPI代 謝 回転 をMPが 抑制す る ことが示 唆 されてい る。そ こで本研 究では,MPに よるGタ ンパ ク質
共 役型受容体 シ グナル の抑制機 構の解 明 を 目的 とし,MPが 脂 質 ラフ ト構造 に影響 を及 ぼす こ とで情報
伝達 を阻害す るか どうか検討 を行 った。
は じめに,G
,シ グナル伝 達 に対す るMPの 作用 につ いて検討 した。PC-12細 胞 にお いてP2Y、 受容体
刺激 に よる細胞 内Ca2+濃 度の上昇やPI水 解反応 の亢進はMPの 濃度依存的 に抑制 され た。TritonX-100
で可溶化 した細胞破砕 液 をシ ョ糖 密度勾配 遠心法 によ り脂 質 ラフ トフラクシ ョンを得 た ところ,MPに
よって脂 質 ラフ トフ ラクシ ョンに局在 す るGα の有意な減少 が観 察 され た。一方,MPは 脂質 ラフ トに
q
局 在 す るガ ング リオシ ドとの相互 作用 を介 して作用 を現 す こ とが示唆 され た。G、 シグナル伝 達 もMP
は抑 制 し,脂 質 ラフ トに存 在す るGα 、の量 を顕 著 に減少 させ た。脂 質 ラフ ト破壊 剤 で あ るmethyl一 β一
cyclodextrin(MβCD>はGαsだ けでな く脂 質 ラフ トマーカーで あるflotillin-1も 脂 質 ラフ ト外 へ移 行 させ
たが,MPはfiotillin-1に は影響 を与 えずGα のみ を脂 質 ラフ ト外 へ移 行 させ た。す なわ ち,MPは,脂
質 ラフ トに局在す るガ ング リオシ ドに結 合す るこ とによって,脂 質 ラフ ト構造非破壊 的に脂質 ラフ トか
らサイ トゾルへGα を遊 離す る ことが示唆 され た。
MP処 理 は三 量体Gタ ンパ ク質 をGα とGβ γに解 離 し,Gβ γは細胞 膜 で活性 化状 態 とな り,下 流 の
ERKI/2の リン酸 化 を引 き起 こ した。 この作 用 は,Gβ γを トラ ップ して シグナル を抑 制す るGRK2-c-
terminalに よ り抑制 された。す なわち,MPに よるERK1/2の リン酸化 はGβ γを介 してい ることが明 らか
になった。
以上の結果 よ り,MPは 脂 質 ラフ トに集積 す るガ ング リオシ ドを認識 して膜上に結合 し,三 量体Gタ
ンパ ク質 をGα とGβ γに解離 す る と共 に,GCtを 細胞膜 か らサイ トゾルへ 遊離す る。 その結果,受 容体
がGタ ンパ ク質 と共役 できず にGα シ グナル伝達 が抑制 され るが,そ の一方で細胞 膜 に留 まったGβ γか
らのシグナル が活性化 され る と考 え られ た。以上の よ うに本研 究 は,脂 質 ラフ トに集積す る三量体Gタ
ンパ ク質の局在 をMPが 変化 させ るこ とに よってシグナル の変化 を引き起 こす こ とを初 めて示 したオ リ
ジナ リティ の高い研究 である。
した がって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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